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5 

VECTEURS EXPRIMANT UN INTERFERON HUMAIN 
POUR LE TRAITEMENT DU SIDA 

10 

La presente invention a pour objet une cassette comportant une sequence d'ADN 
codant pour un IFN humain dont Texpression est placee sous le controle 
15 d'eiements regulables par le virus de I'immunodeficience humaine (VIH). La 
presente invention trouve une application interessante dans le traitement ou la 
prevention des infections dues au VIH, notamment par therapie genique. 

Le VIH, agent etiologique du SIDA (syndrome d'immunodeficience acquise), 
20 infecte preferentiellement une sous-population de lymphocytes T, (T helper) 
responsables de ['amplification de la reponse immunitaire. En consequence, la 
maladie evolue vers un deficit de I'immunite cellulaire, ce qui rend les individus 
malades particulierement sensibles aux infections opportunistes. Jusqu'a present, 
aucun traitement ne s'est revele totalement satisfaisant malgre les multiples efforts 
25 investis dans le developpement de nouvelles molecules antivirales. Ces difficultes 
relevent sans doute de la complexite particuliere du virus VIH et de sa capacite 
a reprimer les systemes de defenses immunitaires dans les cellules infectees. 

Le VIH est un retrovirus appartenant a la famille des lentivirus. Son materiel 
• 30 genetique, constitue d'une molecule d'ARN, est encapside dans une capside de 
nature proteique, elle-meme entouree d'une enveloppe virale. Outre les genes 
structuraux (gag, pol et env) codant respectivement pour les proteines de la 
capside, la reverse-transcriptase et la proteine d'enveloppe, le genome du VIH 
comprend des genes regulateurs qui commandent la replication virale. Parmi ces 
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derniers, on peut citer les genes tat et rev codant respectivement pour les proteines 
TAT et REV. 

La proteine TAT a un role trans-activateur de l'expression de I'ensemble des genes 
5 du VIH (Arya et al. t 1985, Science, 229, 69-73). I! semble que TAT intervient 
aussi bien a un niveau transcriptional que post-transcriptionnel. Elle interagit 
specifiquement avec une courte sequence nucleotidique, designee sequence TAR 
(pour Trans-activation Responsive Region), et localisee a ['extremite 5' du genome 
et des transcrits viraux (position +1 a +80 ; +1 representant le site d'initiation de 
10 la transcription) (Rosen et al., 1985, Cell, 41, 813-823). 

La proteine REV favorise le transport vers le cytoplasme des ARN messagers 
(ARNm) codant pour les proteines de structure, pour y etre traduits. De son cote, 
REV reconnait specifiquement une sequence RRE (pour REV Responsive 

1 5 Element) sur les ARNm. Celle-ci est localisee dans le gene env a proximite d'une 
autre sequence dite CRS (Cw-acting Repression Sequence), impliquee dans la 
retention nucleaire des ARNm la portant. On suppose que la fixation de la 
proteine REV au niveau de sa sequence cible RRE a pour effet de contrebalancer 
I'effet inhibiteur de CRS sur le passage des grands ARNm viraux vers le 

20 cytoplasme. 

Les sequences essentielles a la transcription des genes viraux sont localisees aux 
deux extremites du genome au niveau des LTRs (Long Terminal Repeat). Alors 
que le LTR 5 1 contient les sequences promotrices ainsi que les sequences TAR, 
25 le LTR 3' comprend les sequences impliquees dans la terminaison de la 
transcription. 

D'une maniere generale, lorsqu'une cellule est infectee par un virus, elle secrete 
des interferons (IFNs) en reponse a 1'infection virale. II s'agit d'un groupe de 
30 proteines exenpant des effets antiviraux et classifie en trois types a, p et y. S'il 
existe plus d'une vingtaine de sous-types d'IFN a, les IFNs p et y semblent 
uniques. 



Paradoxalement, la synthese des IFNs cellulaires (endogenes) est reprimee dans 
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les cellules infectees par le VIH. Gene repression empeche les cellules infectees 
par le VIH et les cellules avoisinantes de se defendre efficacement contre 
infection virale (Mark, 1992, AIDS Res. Hum. Retrovirus, 8 % 199-207). 

5 On a maintenant trouve que ^introduction dans une cellule d^in gene codant pour 
un LfN humain (IFN exogene) dont l'expression est inducible par les proteines 
virales TAT et/ou REV, permet a la cellule genetiquement modiftee de se 
defendre dans un contexte infectieux. La presente invention a pour but de 
proposer differents vecteurs d'expression d'LFN humain regulables par les 

10 proteines TAT et/ou REV du VIH. Cette approche met & profit les caractcristiques 
de replication du virus VIH. Ainsi, en cas d ! infection, la synthese des BFNs 
cellulaires est inhibee mais la synthase des EFNs exogenes est induite par le virus 
VIH lut memc, reconstituant ainsi un systeme de defense efficace a son encontrc, 
L'usage d'un systeme d'expression inducible evite les problemes de toxicite 

15 cellulairc dans les cellules non infectees. • 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet une cassette d'expression 
comprenant au moins une sequence d'ADN codant pour un IFN humain, placee 
sous le conirole des elements capables d'assurer son expression dans une cellule 
20 de mammifere, caracteriscc en ce que lesdits elements sont regulables par le virus 
de rimmunodeficience humaine (VIH). 

Unc sequence d ! ADN en usage dans la presente invention, peut coder pour un IFN 
humain de type a, P ou y- D P^t s'agir des sequences divulguees dans Tart 
anterieur et nolamment dans Shaw et al. (1983, Nucleic Acid Res., J J, 555-573) 
pour ITFNa, Higashi et al. (1983, J. Biol. Chem., 25S t 9522-9529) pour 1TFNP 
et Gray et al. (19S2, Nature, 295, 503-503) pour ITFNv. Ces sequences peuvent 
etre isolees du gene ou de 1'ADNc. Par sequence codant pour un IFN humain, on 
entend egalement designer une sequence codant pour un analogue d'un IFN. Par 
"analogue", on entend unc molecule qui aurait une sequence en acides amines 
legerement differente d'un IFN natif mais qui conserverait 1'essentiel de la 
fonction antivirale. En pratique, un tel analogue peut etre obtenu par deletion, 
substitution et/ou addition d'un ou plusieurs acides amines de la proteine native 
ou d'un fragment de celle-ci. L'homme du metier connalt les techniques qui 
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permettent d'effectuer ces modifications sans aboiir la fonction biologique de la 
proteine. 

Les elements assurant 1'expression d'une sequence d'ADN en usage dans le cadre 
5 de la presente invention, sont les elements conventionnels permettant la 
transcription de la sequence d'ADN en ARNm et la traduction de ce dernier en 
proteine, comme par exemple un promoteur et les codons d'initiation et de 
terminaison de la traduction. En outre, une cassette selon 1'invention comprend des 
sequences regulables par le virus VIK 

10 

D'une maniere generate, on choisit un promoteur fonctionnel dans une cellule de 
mammifere et, de preference, dans une cellule humaine. II peut etre issu d'un gene 
eucaryote quelconque ou d'un genome viral et etre de nature ubiquitaire ou 
regulable, notamment en reponse a certains signaux cellulaires tissu-specifiques 
15 ou evenement-specifiques. Le choix du promoteur est tres large et a la portee de 
l'homme de 1'art. Cependant, on aura avantageusement recours au promoteur des 
genes murins PGK (PhosphoGlycerate kinase) et P-actine ou au promoteur SV40 
(Simian Virus 40). 

20 Selon un mode particulierement prefere, les sequences regulables par le VIH sont 
constitutes d'une sequence de type TAR et/ou RRE/CRS. Une sequence de type 
TAR interagit avec la proteine TAT pour activer 1'expression des genes sous son 
controle. De son cote, une sequence de type RRE/CRS interagit avec la proteine 
REV pour favoriser le transport des ARNm dans le cytoplasme. On indique qu'elle 

25 contient naturellement un site accepteur d'epissage. Conformement aux buts 
poursuivis par la presente invention, ces sequences peuvent etre legerement 
differentes des sequences TAR et RRE/CRS natives (telle que publiees par Wain- 
Hobson et aL, 1985, Cell, 40, 9-17), a condition toutefois d'etre capables 
d'interagir avec les proteines TAT et REV virales. 

30 

S'agissant d'une sequence de type TAR, celle-ci est inseree en 3* du promoteur et, 
de maniere tout a fait preferee, en position +1 (+1 etant le site d'initiation de la 
transcription). Dans ce contexte, il peut etre avantageux d'avoir recours au LTR 
5' du VTH qui comprend naturellement un promoteur fonctionnel dans les cellules 



WO 95/16784 



PCT/FR94/01458 



- 5 - 



de mammifere suivi de la sequence TAR (en position +1 a +80). On peut 
egalement mettre en oeuvre une portion de celui-ci, qui comprend les sequences 
promotrices minimales (sequences Spl, CAAT box et TATA box) et la sequence 
TAR. On designe sous le nom de mini LTR un fragment de 200 pb correspondant 
5 a I'extremite 3' du LTR et s'etendant des positions -120 a +80 du genome viral. 

Selon une autre approche, une cassette selon l'invention comprend un promoteur 
conventionnel et une sequence de type RRE/CRS capable d'interagir avec la 
proteine virale REV du VIH. Ainsi, dans une cellule non infectee, les ARNm 
10 seront bloques dans le noyau sous I'action de CRS. Par contre, des 1'infection 
virale et la synthese de REV, ils seront transports dans le cytoplasme ou ils 
seront traduits en IFN. De maniere preferee, la sequence RRE/CRS est introduite 
en 3' de la sequence d'ADN codant pour un IFN. 

15 Selon une autre variante, on peut soumettre I'expression d'une sequence d'ADN 
en usage dans la presente invention, a une double regulation par TAT et REV, ce 
qui permet de contourner les problemes d'echappement de I'expression observes 
couramment avec certains promoteurs. Dans ce cas, une cassette d'expression 
selon l'invention, peut comprendre une sequence de type TAR et une sequence de 

20 type RRE/CRS; de sorte qu'en cas d'echappement de I'expression, les quelques 
ARNm produits resteront bloques dans le noyau. Seule la penetration du VIH et 
la synthese des proteines virales TAT et REV pourront declencher la synthese 
d'IFN. 

25 Par ailleurs une cassette d'expression selon l'invention peut, en outre, contenir 
d'autres elements contribuant a I'expression de la sequence d'ADN codant pour 
IFN, notamment, un intron, des signaux d'epissage adequates et des elements de 
terminaison de la transcription (signal de polyadenylation). Le choix et la 
localisation de ces elements est a la portee de 1'homme du metier. 

30 

A titre d'exemples preferes, on peut citer une cassette comprenant de 5' vers 3' : 

(1) Le LTR 5 1 du VIH, une sequence d'ADN codant pour un IFN et le signal de 
polyadenylation de SV40 ; 
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(2) Le mini LTR du VIH, une sequence d'ADN codant pour un IFN et le signal 
de polyadenylation de SV40 ; 

5 (3) Le promoteur PGK, la sequence TAR, une sequence d'ADN codant pour un 
IFN et le signal de polyadenylation de SV40 ; 

(4) Le promoteur p-actine, la sequence TAR, une sequence d'ADN codant pour 
un IFN et le signal de polyadenylation de SV40 ; 

10 

(5) Le promoteur SV40, une sequence d'ADN codant pour un IFN, la sequence 
RRE/CRS et le signal de polyadenylation de SV40 ; 

(6) Le LTR 5' du VIH, une sequence d'ADN codant pour un IFN, la sequence 
15 RRE/CRS et le signal de polyadenylation de SV40 ; 

(7) Le mini LTR du VIH, une sequence d'ADN codant pour un IFN, la sequence 
RRE/CRS et le signal de polyadenylation de SV40 ; et. 

20 (8) Le mini LTR du VIH, un site donneur d'epissage (du gene gag du VIH), une 
sequence d'ADN codant pour un IFN, la sequence RRE/CRS et le signal de 
polyadenylation de SV 40. 

L'invention s'etend egalement aux vecteurs comprenant une cassette d'expression 
25 selon l'invention. De tels vecteurs sont bien connus de I'homme de Tart, ainsi que 
les methodes pour les construire et les propager. On aura avantageusement recours 
a des vecteurs viraux derives des retrovirus, virus de Therpes, adenovirus ou virus 
associes a ('adenovirus. Bien entendu on peut egalement employer des vecteurs 
synthetiques. Dans le cadre de l'invention, les vecteurs defectifs pour la 
30 replication, et notamment les vecteurs retroviraux, sont particulierement preferes. 
Selon un mode de realisation avantageux, une cassette selon l'invention est 
positionnee en orientation reverse par rapport aux LTRs du vecteur retroviral, afin 
de positionner les promoteurs en sens inverse pour eviter les interferences. Bien 
entendu, un vecteur selon l'invention peut, en outre, comprendre un gene codant 



WO 95/16784 PCT/FR94/01458 



pour un marqueur de selection, comme par exemple, les genes neomycine et 
puromycine acetyl transferase conferant une resistance aux antibiotiques G418 et 
puromycine. L'invention couvre egalement les virus et particules de vecteur viral 
obtenus par transfection du vecteur selon l'invention, dans une lignee cellulaire 
5 d'encapsidation, notamment amphotrope, produisant les proteines structurales du 
virus en cause. 

L'invention a egalement trait a une cellule eucaryote comprenant, une cassette 
d'expression ou un vecteur selon Tinvention. Ces derniers peuvent etre introduits 
10 soit in vitro dans une cellule prelevee du patient soit directement in vivo. La 
cellule est avantageusement une cellule humaine et, de maniere preferee, une 
cellule de la lignee hematopoietique (cellules souches ou lymphocytes primaires). 

L'invention concerne egalement l'usage therapeutique d'une cassette d'expression, 
15 d'un vecteur ou d'une cellule selon l'invention, pour la fabrication d'un 
medicament destine a la prevention ou au traitement des infections virales et, en 
particulier, des infections dues au VIK 

L'invention s'adresse egalement a une composition pharmaceutique comprenant 
20 a titre d'agent therapeutique ou prophylactique une cassette d'expression, un 
vecteur ou une cellule selon l'invention, en association avec un vehicule 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

Une composition pharmaceutique selon l'invention peut etre fabriquee de maniere 
25 conventionnelle. En particulier, on associe une quantite therapeutiquement 
efficace d'un tel agent therapeutique ou prophylactique a un support, un diluant 
ou un adjuvant acceptable. Elle peut etre administree par n'importe quelle voie 
conventionnelle en usage dans le domaine de 1'art. L'administration peut avoir lieu 
en dose unique ou repetee apres un certain delai d'intervalle. La quantite a 
30 administrer sera choisie en fonction de differents criteres, en particulier la voie 
d'administration, le patient, l'etat d'evolution de la maladie et la duree du 
traitement. A titre indicatif, une composition pharmaceutique selon l'invention 
contient de 10 3 a 10 14 ufp (unite formant des plages), avantageusement de 10 5 a 
10 l3 ufp, de preference de 10 6 a 10 12 ufp et, de maniere tout a fait preferee, de 10 7 



WO 95/16784 



PCT/FR94/01458 



- 8 - 

a 10 10 ufp de panicules de vecteur viral. 

Par ailleurs, I'invention concerne une methode de traitement des infections virales 
et, notamment a VTH, selon laquelle on administre une quantite therapeutiquement 

5 efficace, d'une cassette d'expression, d'un vecteur ou d'une cellule selon 1'invention 
a un patient ayant besoin d'un tel traitement. Selon un premier protocole 
therapeutique, on peut les administrer directement in vivo, par exemple par voie 
intraveineuse. On preferera adopter un protocole de therapie genique somatique 
qui consiste a prelever des cellules souches de moelle osseuse ou des lymphocytes 

10 du sang peripherique d'un patient, de les transferer avec un vecteur selon 
1'invention, de les cultiver in vitro selon les techniques de Tart et de les administrer 
au patient. A titre indicatif, il peut etre avantageux d'employer 10 6 a 10 10 cellules 
par kg, de preference 10 7 a 10 9 et, de maniere preferee 5 x 10 7 a 5 x 10 8 . 

15 Naturellement, ce protocole peut etre sujet a de nombreuses variantes. En 
particulier, il peut etre avantageux de combiner au moins deux cassettes, vecteurs 
ou cellules selon Tinvention permettant 1'expression d'un IFN de types difFerents, 
par exemple un IFNa et un IFN p. 

20 L'invention est illustree ci-apres par reference aux figures suivantes. 

La figure 1 schematise le vecteur pTG4313 permettant l'expression d'une 
sequence d'ADN codant pour l'lFNoc sous le controle du LTR du VIH. 

25 La figure 2 represente le vecteur pTG4344 co-exprimant le gene EFNa et le gene 
de selection puromycine. 

La figure 3 schematise le vecteur retroviral pTG4379 pour le transfert d'un gene 
IFN et son expression inductible par TAT. 

30 

La figure 4 montre revolution de I'infection dans des cellules U937 infectees par 
le VIH III B et transferees par les vecteurs depression de l'lFNoc (°), p (♦) et 
Y (0), comparee au temoin cellules non transferees (■). 
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La figure 5 illustre le vecteur retroviral pTG6324 comprenant les cassettes 
d'expression de i'lFNa (sous le controle du mini LTR du VIH) et du gene de 
selection neo (sous le controle du LTR 5' retroviral). 

5 La figure 6 illustre 1'evolution de Tinfection dans des PBL humains CDS' 
transduits par le vecteur pTG6327 (a) puis infectes par le virus VIH III B, 
comparee aux cellules non transduites (♦). 

EXEMPLES 

10 

Toutes les operations de clonage detaillees ci-apres, sont effectuees selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire (Maniatis et al., 1989, Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Ces 
etapes sont realisees dans la souche Escherichia coli (E. coli) 5K, XL 1 -Blue ou 
15 1106. 

Les genes humains codant pour les IFNs a et p ont ete clones par PCR 
(Polymerase Chain Reaction) a partir de I'ADN genomique de cellules 
lymphotdes, par exemple de cellules CEM-A3 (derivees d'une lignee CEM 

20 disponible a 1'ATCC sous le numero CCL1 19). De telles banques sont disponibles 
dans le commerce. L'amplification de fragments d'ADN par PCR peut etre 
effectuee a l'aide de kits commerciaux selon les specifications du fabricant ou 
selon la technologie decrite dans PCR Protocols-A (edited by Innis, Gelfand, 
Sninsky and White, Academic Press Inc) a l'aide d'amorces complementaires aux 

25 sequences publiees. Le gene humain codant pour TIFNy est obtenu du pTGl 1 
decrit dans la demande de brevet fran^ais publiee sous le numero 2.583.429. Des 
sites de restriction appropries ont ete introduits en amont et en aval de l'ATG 
initiateur et du codon stop des differents genes IFN afin de pouvoir faciliter les 
etapes de clonage ulterieures. D'autre part, les sites de restriction protuberants en 

30 5' peuvent etre convertis en sites francs par traitement par le grand fragment 
Klenow de I'ADN polymerase d'£ coli alors que les sites protuberants en 3* sont 
traites par la T4 polymerase. 

EXEMPLE 1 : Construction de vecteurs d'expression de 1'interferon inductibles 
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par la proteine TAT du VTH et dans lesquels le gene de selection est constitue par 
le gene puromvcine . 

A. Vectevrs non viraux d' 1 expression de 1'IFN sous le controle du promoteur du 
5 VIH. 

On decrit la construction de vecteurs dans lesquels ['expression des genes IFNa, 
p, et y est placee sous le controle du LTR 5' du VIH. Ces vecteurs ont ete 
construits a partir du vecteur pTG1322 decrit dans Mehtali (1992, AIDS and 
10 Human Retroviruses, 6\ 1959-1965) comprenant un gene heterologue place sous 
le controle du LTR 5' du VIH (fragment Xhol-Hindlll de 725 pb correspondant 
aux positions -645 a +80 du genome VIH). Ce vecteur porte egalement l'intron et 
le signal de polyadenylation du virus SV40. II est digere par Hindill traite a la 
Klenow puis digere par Smal. 

15 

On introduit dans pTG1322 ainsi traite, le gene IFNa sous forme d'un fragment 
delimite par les sites Sma\ et £coRI traite a la Klenow et on genere pTG4313 
(Figure i). pTG43 14 est obtenu par insertion du fragment Smal-EcoRV portant 
le gene IFNp dans pTG1322 obtenu comme precedemment. On genere pTG43 15 
20 par insertion du gene EFNy sous forme d'un fragment Hpal-P\n(l\ entre les memes 
sites de pTG1322. 

On introduit dans le site EcoRl de ces differents vecteurs d'expression d'un IFN, 
un gene de selection conferant la resistance a la puromycine (puromycine R) sous 
25 forme d'un fragment de 1 ,2 kb BamHl-Bgfll traite a la Klenow. Ce fragment 
comporte le promoteur precoce du virus SV40, le gene puromycine R et le signal 
de polyadenylation de SV40. On obtient les vecteurs pTG4344 (represente a la 
Figure 2), pTG4345 et pTG4346, qui permettent la co-expression du gene de 
selection puromycine R et respectivement du gene IFNa, p ou y. 

30 

B. Vecteur retroviral pour le transfert et I'expression des genes IFN. 

Le vecteur a la base des constructions est le pLXSP qui derive de pLXSN (Miller 
et Rossman, 1989, Biotechniques, 7, 980-988) apres remplacement du gene de 



WO 95/16784 



PCT/FR94/01458 



- 11 - 

selection neomycine par le gene puromycine R et du LTR 3' de MSV (Myelo 
Sarcoma Virus) par le LTR 3* du MPSV (Myelo Proliferative Sarcoma Virus). 

On isole du genome du VIH un fragment Scal-Hindll! de 200 pb correspondant 
5 au mini LTR (position -120 a +80), qui est ensuite introduit en amont de chacun 
des genes IFNs. Puis on introduit en 3' des genes, le signal de polyadenylation du 
SV40. Le vecteur ainsi obtenu est digere par Bg/ll, traite a la Klenow. Le 
fragment comportant la cassette d'expression "mini LTR - IFN - signal de 
polyadenylation" est introduit entre les sites Hpal-Bglll du vecteur retroviral 
10 pTG4056. On selectionne les clones dans lesquels ce fragment est positionne en 
orientation reverse par rapport aux LTRs 5' et 3'. pTG4056 provient du pLXSP a 
la suite de la deletion du bloc d'expression promoteur SV40-puromycine R et la 
reinsertion du gene puromycine R dans l'orientation correcte pour etre place sous 
le controle du LTR 5'. 

15 

On obtient les vecteurs retroviraux pTG4392, pTG4391 et pTG4379 (Figure 3) 
permettant le transfert et I'expression des sequences codant respectivement pour 
les IFNs a, p et y. lis peuvent etre transfectes dans une lignee cellulaire 
d'encapsidation amphotrope, par exemple la lignee PA317 (Miller et al., 1986, 

20 Mol. Cell., Biol. 6 7 2895-2902), Gp Env. Am (Markowitz et al., 1988, Virology, 
167, 400-406) ou PG13 (Miller et al., 1991, J. Virol, (55, 2220-2224). Le jour 
suivant, les cellules transferees sont placees en milieu selectif (puromycine 6 
fig/ml). On isole les cellules resistantes qui constitueront des lignees productrices 
de particules amphotropes capables d'infecter les cellules humaines, a partir 

25 desquelles on peut constituer un stock viral susceptible d'etre utilise en therapie 
genique anti SID A. 

C Vecteurs regu/ables par TA T dans lesquels I'expression de VI FN est dirigee 
par un promoteur eucaryote. 

30 

1 . Promoteur PGK murin. 

La sequence TAR (correspondant aux nucleotides +1 a +80 du genome du VTH) 
est generee par synthese chimique. Puis, l'oligonucleotide double brin ainsi obtenu 
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est introduit par mutagenese insertionnelle en position +1 du promoteur PGK 
murin, dont la sequence est publiee dans Adra et al. (1987, Gene, 60, 65-74). On 
insere en aval de la sequence TAR, le fragment comportant la sequence codant 
pour I'lFN humain a, P ou y suivie du signal de polyadenylation de SV40. 

5 

Enfin, la cassette depression "promoteur PGK-TAR-IFN-polyA" est introduite 
dans le vecteur retroviral pLXSP. Bien entendu a chaque sequence IFNa, p ou y 
correspond un vecteur retroviral. Comme precedemment, on etablit une lignee 
d'encapsidation amphotrope productrice de chaque type de particules virales. 

10 

2. Promoteur P-actine murin. 

L'exemple precedent est reproduit avec la variante suivante : 

15 La sequence synthetique TAR est introduite en position +1 du promoteur p-actine 
de rat dont la sequence est decrite dans Nudel et al., (1983, Nucleic Acids Res., 
//, 1759-1771) 

EXEMPLE 2 : Construction de vecteurs d'expression d'un IFN humain 
20 inductibles par la proteine TAT du VTH et dans lesquels le gene de selection est 
constitue par le gene neomvcine et etablissement de lignees amphotropes 
correspondantes. 

A. Construction du pTG6324 pour /'expression de /'IFNa. 

25 

En premier lieu, le mini LTR du VIH est isole du genome viral apres digestion 
Seal - Hindlll, insere dans un plasmide quelconque pour etre resorti sous forme 
d'un fragment SmaVHindlll puis clone entre les memes sites du vecteur pTG2359. 
Ce dernier correspond au clonage du site de polyadenylation du virus S V40 dans 
30 le plasmide p Bluescript KS (Stratagene). On obtient pTG4347 dans lequel on 
introduit, apres digestion par 5a/I, un fragment Smal-Hpal portant les sequences 
codant pour 1'IFNcc. 

Enfin, la cassette d'expression "mini LTR-IFNoc-polyA SV40" est purifiee du 
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vecteur pTG4355 obtenu a I'etape precedente sous forme d'un fragment BamHL- 
Bgflh qui est clone dans le site BamHl de pTG6320 pour donner pTG6324 (Figure 
5). Ce dernier comprend done le LTR du MSV dirigeant Texpression du gene de 
selection neo, suivi de la cassette "mini LTR - IFNa - polyA SV40" positionnee 
5 en orientation reverse afin d'eviter les phenomenes d'interference entre les 
promoteurs et enfrn le LTR 3' retroviral du MPSV. A titre indicatif, pTG6320 
provient du pLXSP a la suite de la detetion de la cassette d'expression du gene 
puromycine et remplacement par le gene neomycine (Colbere - Garapin et ah, 
1981, J. Mol. Biol., 150, 1-14). 

10 

B. Construction du pTG632S pour I 'expression de 11 FN y 

La strategic de clonage est tout a fait similaire a ce qui est decrit ci-dessus. Le 
vecteur pTG63 1 1 provient de I'insertion d'un fragment Smal-Hpal portant la 
15 sequence codant pour 1'IFNy dans le site Bafl du pTG4347. Puis, on obtient le 
vecteur retroviral pTG6328 en clonant le fragment BamHl-Bglll purifie du 
pTG63 1 1 dans le vecteur pTG6320 prealablement digere par BamHl. Celui-ci est 
Tequivalent de pTG6324 a la difference qu'il porte le gene IFNy a la place du 
gene IFNa. 

20 

C. Construction du vecteur retroviral pTG6327 pour l f expression de I'IFNp. 

Le fragment Sma\-Hind\\\ portant le mini LTR VIH est insere entre les memes 
sites de pTG4356, pour generer pTG6312. Le vecteur pTG4356 correspond au 
25 vecteur pTG2359 dans lequel on a clone (site Ball) le gene IFN p (fragment 
Smal-EcoKV). Comme precedemment, la cassette d'expression de PIFNp est 
purifiee de pTG63 12 apres digestion par BamHl et Bgfll puis sous-clonee dans le 
site BamHl de pTG6320 pour donner pTG6327. 

30 D. Etablissement de lignees amphotropes pour la production de pariicules virales 
infectieuses 

On peut preparer des stocks de particules virales infectieuses a partir de chacun 
des vecteurs precedents pTG6324, pTG6327 et pTG6328. Pour ce faire, ces 
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derniers sont transfectes de maniere classique dans une iignee d'encapsidation 
ecotrope, par exemple la iignee GP + E 86 (Markowitz et al., 1988, J. Virol., 62, 
1 120-1 124). 48 h apres la transfection, les cellules sont cultivees en milieu selectif 
(G418 1 mg/ml). 

5 

Le melange de clones resistants au G418 est maintenu pendant 3 jours 
supplementaires en milieu selectif Le surnageant de culture est recolte pour 
infecter de fa<?on conventionnelle, une Iignee d'encapsidation amphotrope comme 
la Iignee PA317. Apres selection, les lignees ainsi obtenues constitueront les 
10 cellules productrices de particules virales infectieuses permettant le transfert et 
1'expression des differents IFNs dans le cadre d'une therapie genique humaine. 

Leur capacite a produire un IFN actif peut etre evaluee dans les surnageants de 
culture par la methode decrite dans The Interferon System (W.E. Stewart, 1979, 

15 Ed : Springer- Verlag Wien, New York). Ce test de fonctionnalite, lorsqu'il est 
effectue sur les cellules generees a Petape precedente, donne un niveau faible 
d'IFN dans les trois cas. Par contre, lorsque les cellules sont transferees de 
maniere transitoire par le plasmide pHMG-TAT, le niveau mesure est eleve et 
atteint quelques centaines d'unite par ml. pHMG-TAT est un vecteur d'expression 

20 de la proteine TAT native et resulte du clonage de la sequence codant pour celle- 
ci dans le vecteur pHMG (Mehtali et al., 1990, Gene, 9/, 179-184). 

Par ailleurs, il peut etre interessant d'isoler des clones producteurs. Ceci est realise 
classiquement par la technique de dilution clonale (0,3 cellule par puit). On 

25 selectionne un clone bon producteur de virions titrant 5x 10 6 a 10 7 ufp/ml apres 
infection des cellules murines NIH-3T3 (ATCC CRL 1658) par une aliquote de 
surnageant de culture du clone. On verifie sa capacite a produire de 1'IFN comme 
indique precedemment. On effectue a nouveau une dilution clonale a partir des 
clones precedents afin de generer des sous-clones. On selectionne pour chacun 

30 d'entre eux un sous clone bon producteur de virions et d'IFN apres titration et 
dosage de TIFN. 

Les sous-clones sont congeles avant utilisation dans un but de therapie genique. 
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EXEMPLE 3 : Construction de vecteurs d'expression d'un IFN humain 
inductibles oar la proteine REV du VIH. 

On decrit un vecteur retroviral par insertion dans le vecteur pLXSP et dans 
5 I'orientation reverse par rapport aux LTRs, d'une cassette d'expression comprenant 
de 5 1 vers 3' : 



le promoteur du virus SV40 ; 

la sequence d'ADN codant pour 1'IFN humain a, p ou y i 
10 la sequence RRE/CRS. Cette derniere est isolee du genome du VIH-1 

isolat Lai sous forme d'un fragment BglU-BamHI (s'etendant des 
nucleotides 7178 a 8032 de la sequence telle que publiee par Wain- 
Hobson et al., supra). Ce fragment peut etre traite par la Klenow 
avant d'etre introduit dans un site de restriction adequat ; et 
15 le signal de polyadenylation de SV40. 

Comme precedemment, on peut constituer des stocks viraux apres transfection 
dans une lignee d'encapsidation amphotrope. 

20 EXEMPLE 4 : Construction de vecteurs d'expression d'un IFN humain inductibles 
par les proteines TAT et REV du VIH. 

On insere dans les vecteurs pTG4392 t pTG4391 et pTG4379 le fragment BarnKL- 
Bgfll traite a la Klenow et porteur de la sequence RRE/CRS du VIH entre la 
25 sequence codant pour un des IFNs et le signal de polyadenylation de SV40. 

De plus, les vecteurs ainsi obtenus peuvent etre modifies par Pinsertion d'un site 
donneur d'epissage entre le LTR du VIH et le gene IFN. 

30 Comme precedemment, on peut generer une lignee amphotrope productrice de 
particules infectieuses correspondant a chacun des vecteurs ainsi obtenus. 

EXEMPLE 5 : Resistance a 1'infection virale des lignees cellulaires transferees 



par les vecteurs d'expression de 1'IFN inductibles par TAT 
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Les experimentations ci-apres decrites sont effectuees dans des lignees cellulaires 
naturellement infectables par le VIH, comme : 

5 - la lignee U937 (ATCC CRL1593) derivee de monocytes humains ; et 

la lignee CEM-A3 derivee de cellules lymphocytaires humaines CD4+ 
(ATCC CCL119). 

10 En pratique, les cellules sont cultivees selon les recommandations du foumisseur 
et transferees par electroporation d'au moins 20 jig d'ADN a 1'aide d'un 
appareillage approprie (Gene Pulser Biorad, voltage 210V, capacitance 960nF). 

Dans une premiere experience, on co-electropore dans les cellules U937 (2xl0 7 
1 5 cellules) le pTG43 1 4 avec le vecteur pLXSP dans un rapport de concentration en 
ADN 20; 1 . Les cellules sont remises en culture a 37°C en presence de 5 % de CO, 
et le jour suivant, placees en milieu selectif (puromycine 0,5 jig/ml). On 
selectionne les cellules resistantes a l'antibiotique. 

20 On teste leur resistance a Pinfection en les infectant par une preparation de VTH 
a une TCED 50 elevee (au moins 1000). La TCID 50 est determinee selon la methode 
decrite dans Reed et ah, (1938, Am. J. Hyg. f 27, 493-497), sur lignees cellulaires 
infectables par le VIH, comme les cellules CEM Elle correspond a la dose a 
laquelle 50 % des cellules sont infectees et 50 % ne le sont pas. Elle est verifiee 

25 pour chaque lot de VIH employe. 

Pour ce faire, on preleve une fraction de la culture cellulaire U937 electroporee, 
correspondant a environ 10 6 cellules, que Ton centrifuge a basse vitesse. Apres 
lavage, le culot cellulaire est repris dans 200 nl de milieu de culture en absence 
30 de serum. Puis les cellules sont traitees par differentes dilutions de la preparation 
virale. On laisse I'infection se poursuivre 1 heure a 37°C. 

Les cellules sont ensuite lavees 2 fois dans du milieu de culture et mises en culture 
dans 5 ml du meme milieu, complemente avec 10 % de SVF (serum de veau 
35 foetal). Le milieu est renouvele 2 ou 3 fois par semaine. La propagation du virus 
est evaluee par mesure de I'activite reverse-transcriptase a intervalles reguliers 
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dans le surnageant de culture selon la methode decrite dans Spire et al. (1985, 
Lancet, i, 188-189). 

On observe une diminution significative (jusqu'a 85 %) de 1'activite reverse- 
5 transcriptase sur 14 jours post-infection par rapport aux cellules U937 temoin non 
electroporee avec un vecteur d'expression de Tinterferon. 

L'experience est repetee cette fois avec des cellules U937 initialement 
electroporees avec le pTG4344, pTG4345 ou pTG4346. Dans les trois cas, on 
10 observe une diminution encore superieure de 1'activite reverse-transcriptase sur 
21 jours post-infection par rapport au temoin cellules non electroporees. (Figure 
4). 

EXEMPLE 6 : Mecanisme moleculaire de la resistance a l'infection VIH. 

15 

L'analyse est effectuee sur les cellules U937 electroporee et infectee in vitro par le 
VIH (exemple 5). 

On recherche tout d'abord la presence du genome du VIH dans une preparation 
20 d'ADN genomique cellulaire. Ceci est realise par PGR a l'aide d'amorces adequates 
permettant Tamplification d'un fragment du gene gag viral. La presence d'une bande 
d'amplification de taille attendue indique que 1'expression de TIFN n'interfere pas 
avec Integration du genome du VIH sous forme provirale dans les chromosomes 
cellulaires. 

25 

II a egalement ete possible de detecter la presence des AKNm codant pour les 
produits du gene gag par la technique de reverse-transcription PCR (memes amorces 
que precedemment). Ceci laisse supposer que Texpression de TIFN n'a pas d'effet 
notable sur la transcription des sequences provirales. 

30 

Enfin, on evalue la presence et la localisation de la proteine virale gpl20 par 
immunofluorescence a l'aide d'un anticorps anti-gpl20 (obtenu de serum de patients 
seropositifs). On constate que dans les cellules exprimant 1'IFN, la proteine gpl20 est 
sous forme intracellulaire, alors qu'elle devrait etre sous-membranaire, afin de 
35 permettre le bourgeonnement des particules virales. 
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Dans leur ensemble, ces resultats indiquent que 1'IFN agit au niveau des etapes 
tardives du cycle viral et probablement au niveau de ['assemblage des virions. 

EXEMPLE 7 ; Methode de traitement du SIDA par therapie genique 

5 

Dans le cadre d'une therapie genique appliquee a 1'homme, deux types de cellules 
cibles peuvent etre envisages : 

les lymphocytes CD4+ du sang peripherique qui peuvent etre collectes 
10 notamment par leucopherese, et 

les cellules souches hematopoietiques CD34+ qui peuvent etre obtenues d'un 
prelevement de moelle osseuse ou du sang peripherique (mobilisation par 
chimiotherapie ou par action de facteurs de croissance hematopoietiques). 

15 

A. Protocole appliquable aux cellules CD4+ 

Le patient est soumis a un prelevement de sang ou a une leucopherese. Apres avoir 
elimine les globules rouges, les cellules mononuclees sont isolees par centrifugation 

20 sur Ficoll et cultivees selon les techniques de Tart. Dans un premier temps, on se 
debarasse des cellules adherentes au plastique des flasques de culture. La suspension 
cellulaire est recuperee et cultivee dans des flasques reveries d'anticorps anti-CD8 
(Immunotech) afin d'eliminer les cellules CD8+. La suspension cellulaire ainsi 
obtenue est composee majoritairement de lymphocytes CD4+ Bien entendu, les 

25 autres techniques d'enrichissement peuvent egalement etre employees. 

Ceux-ci sont stimules dans le but d'induire la division cellulaire avant d f effectuer la 
transduction retrovirale. Les facteurs de croissance pouvant etre mis en oeuvre a cet 
effet sont varies. A titre indicatif, on peut citer un melange d f anticorps anti CD3 
30 humain (Immunotech, environ 10 ng/ml) et d*IL-2 (Cetus ; 100 U/ml) ou encore de 
PHA (phytohemagglutidine, Sigma, a une concentration d'environ 5 |ig/ml) et d'IL-2. 

Apres 72 heures de culture dans ces conditions, les cellules sont transduites par le 
vecteur retroviral. Differentes methodologies sont applicables : 

35 



co-culture des cellules CD4+ et des cellules productrices amphotropes des 
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20 



exemples 1 a 4. 

- co-culture des 2 types cellulaires, les cellules CD4+ etant deposees dans les puits 
de culture et les cellules productrices dans un Transwell (Costar) 

- infection des cellules CD4+ avec une aliquote de surnageant de culture des 
cellules productrices selon une m.o.i. (multiplicite d'infection) de preference 
comprise entre 1 et 5. 

Generalement la transduction est realisee en presence de sulfate de protamine (a une 
concentration d'environ 5 jig/ml) pour favoriser I'attachement du virus a la surface 
cellulaire. 

Le jour suivant, la culture cellulaire est passee en milieu selectif (puromycine dans 
le cadre des vecteurs de l'exemple 1 ou G418 dans le cadre des vecteurs de 1'exemple 
2) et poursuivie pendant 7 a 8 jours jusqu'a obtenir le nombre de cellules appropriees. 
On indique qu'il peut etre avantageux d'employer le milieu AIM V (Gibco BRL) 
complement* par de la L-glutamine (2 mM) et de l'IL-2 (100 U/ml) et depourvu de 
serum. 



La capacite de ces cellules a inhiber la replication du VIH est testee in vitro, Elles 
sont infectees par le VIH-1 IIIB a une m.o.i. de 10* 2 selon la methodologie classique 
dans le domaine de Tart. Apres lavage et remise en culture, la propagation du virus 
est evaluee par mesure de I'activite reverse-transcriptase dans le surnageant de 
25 culture (Figure 6). Celle-ci se situe a un niveau tres bas pendant au moins 20 jours 
de culture. A titre comparatif, dans le cas des cellules non transduites, l'activite 
. reverse-transcriptase augmente tres fortement jusqu'a atteindre un maximum des le 
troisieme jour de culture et est rapidement suivie de la mort cellulaire. 

30 B. Protocol e applicable aux cellules CD 34+. 

Les etapes de la purification des cellules CD34 sont les suivantes : 

- isolement des cellules mononuclees du prelevement de sang peripherique ou de 
35 moelle osseuse par centriftigation Ficoll, 
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depletion des cellules adherentes, et 



capture des cellules CD34+ par culture dans des flasques recouvertes d'anticorps 
anti-CD34 (Immunotech) ou en presence de billes revetues de cet anticorps. On 
elimine les cellules en suspension et on recupere les cellules adherentes apres 
action, par exemple, de papa'me. 



Comme precedemment, les cellules CD34+ ainsi obtenues sont stimulees par divers 
facteurs de croissance pour les placer en cycle de division et ainsi favoriser ^infection 
10 retrovirale. On peut utiliser a cet effet un melange d'EL-3 (environ 10 ng/ml), d'EL-6 
(a environ 50 U/ml) et de SCF (Stem cell factor, environ 50 U/ml) incorpore dans le 
milieu de culture pendant 48 heures avant d'effectuer la transduction selon le 
protocole indique precedemment. Ces facteurs sont disponibles commercialement. 
Les cellules sont ensuite readministrees au patient. 
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Revendications 

1 . Une cassette comprenant au moins une sequence d'ADN codant pour un IFN 
humain placee sous le controle des elements capables d'assurer son expression 
dans une cellule de mammifere, caracterisee en ce que lesdits elements sont 
regulables par le virus de l'immunodeficience humaine (VIH). 

2. Une cassette selon la revendication 1 , caracterisee en ce que 1TFN est selectionne 
parmi les IFNs humains de type a, p et y* 

3. Une cassette selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que les elements 
capables d'assurer i'expression dans une cellule mammifere comprennent au 
moins un promoteur et une sequence de type TAR et/ou RRE/CRS. 

15 4. Une cassette selon la revendication 3, caracterisee en ce que la sequence de type 
TAR est placee en 3' dudit promoteur. 

5. Une cassette selon la revendication 3 ou 4, caracterisee en ce que la sequence de 
type RRE/CRS est placee en 3' de la sequence d'ADN codant pour un EFN 

20 humain. 

6. Une cassette selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que le 
promoteur fonctionnel dans une cellule de mammifere est selectionne parmi les 
promoteurs des genes murins PGK et -actine, le LTR 5' du VIH et un fragment 

25 de celui ci (mini LTR). 

7. Une cassette selon I'une des revendications 1 a 6 caracterisee en ce que les lesdits 
elements component en outre un site donneur d'epissage. 

30 8. Une cassette selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisee en ce que lesdits 
elements comprennent en outre un signal de polyadenylation. 

9. Un vecteur comprenant une cassette selon Tune des revendications 1 a 8. 



35 



10. Un vecteur selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il s'agit d'un vecteur 
retroviral. 
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11. Un vecteur selon la revendication 10, caracierise en ce que la cassette 
d'expression selon l'une des revendi cations 1 a S est positionnee en orientation 
reverse par rapport aux LTRs dudit vecteur. 

5 

12. Un vecteur scion l'une des revendications 9 a 1 1, caracterise en ce qu'il comprend 
en outre un gene de selection. 

13. Un vecteur selon la revendication 12, caracterise en ce que le gene de selection 
10 confere la resistance a la puromycine ou la neomycins 

14. Une cellule eucaryote comprenant une cassette selon Tune des revendications 1 
a 8 ou un vecteur selon l'une des revendications 9 a 13. 

15 15. Une cellule selon la revendication 14, caractcrisee en ce qu'il s'agit 6\mt cellule 
humaine de la ligncc hematopoietique. 

16. Usage d*une cassette selon Tunc des revendications 1 a S, d'un vecteur selon l'une 
des revendications 9 a 13 ou d'unc cellule selon )a revendication 14 ou 15, pour 

20 la fabrication d'un medicament destine a la prevention ou au traitemcnt des 

infections vuales. 

17. Usage selon la revendication 16, destine a la prevention ou au traitement des 
infections dues au VIH, 

25 

15. Une composiiion pharmaceutique comprenant une quantite therapeutiquement 
efficace d*une cassette selon Tune des revendications 1 a 8, d'un vecteur selon 
Tune des revendications 9 a 13 ou d'une cellule selon la revendication 14 ou 15, 
en association avec un vehicule pharmaceuliquement acceptable. 

30 

19. Une composition pharmaceutique selon la revendication 18, caracteris^e en cc 
quelle comprend de 10 3 a 10 14 ptu d'un vecteur selon l'une des revendications 9 
a 13. 

35 20. Usage d'au moins deux cassettes selon l'une des revendications 1 a 8, vecteurs 
selon Tune des revendications 9 a 13 ou cellules selon la revendication 14 ou 15 
exprimant chacun un IFN dc type different, pour une utilisation simultanee, 
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separee ou etaiee dans le temps et destinee a la prevention ou au traitement des 
infections virales et , notamment, des infections dues au VIH. 
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REVENDICATIONS MODIFIEES 

Cregues par le Bureau International le 28 avril 1995 (28.04.95); 
revendications 1-20 remplac^es par les revendications 1-19 modifies (3 pages)] 



1. Une cassette comprenant au moins une sequence d'ADN codant pour un IFN 
humain placee sous le controle des elements capables d'assurer son expression 
dans une cellule de mammifere, caracterisee en ce que lesdits elements 
comprennent au moins un promoteur et une sequence de type TAR et/ou 
RRE/CRS et sont regulables par le virus de rimmunodeficience humaine (VIH). 

2. Une cassette selon la revendication 1, caracterisee en ce que PIFN est 
selectionne parmi les IFNs humains de type a, p et y. 

3. Une cassette selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que la 
sequence de type TAR est placee en 3' dudit promoteur. 

4. Une cassette selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la 
. sequence de type RRE/CRS est placee en 3' de la sequence d'ADN codant pour un 

IFN humain. 

5. Une cassette selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le 
promoteur fonctionnei dans une cellule de mammifere est selectionne parmi les 
promoteurs des genes murins PGK et p-actine, le LTR 5' du VIH et un fragment 
de ceiui-ci (mini LTR). 

6. Une cassette selon Tune des revendications 1 a 5 f caracterisee en ce que lesdits 
elements comportent en outre un site donneur d'epissage. 

7. Une cassette selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que lesdits 
elements comprennent en outre un signal de polyadenylation. 

8. Un vecteur comprenant une cassette selon Tune des revendications 1 a 7. 

9. Un vecteur selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il s'agit d'un vecteur 
retroviral. 
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10. Un vecteur selon ia revendication 9, caracterise en ce que la cassette 
d'expression selon Tune des revendications 1 a 7 est positionnee en orientation 
reverse par rapport aux LTRs dudit vecteur. 

11. Un vecteur selon Tune des revendications 8 a 10, caracterise en ce qu'il 
comprend en outre un gene de selection. 

12. Un vecteur selon ia revendication 11, caracterise en ce que le gene de selection 
confere ia resistance a la puromycine. 

13. Une cellule eucaryote comprenant une cassette selon Tune des revendications 1 
a 7 ou un vecteur selon Tune des revendications 8 a 12. 

14. Une cellule selon ia revendication 13, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule humaine de la lignee hematopoietique. 

15. Usage d'une cassette selon Tune des revendications 1 a 7, d'un vecteur selon 
Tune des revendications 8 a 12 ou d'une cellule selon Tune des revendications 
13 ou 14, pour la fabrication d'un medicament destine a la prevention ou au 
traitement des infections dues au VIH. 

16. Une composition pharmaceutique comprenant une quantite therapeutiquement 
efficace d'une cassette selon Tune des revendications 1 & 7, d'un vecteur selon 
l'une des revendications 8 a 12 ou d'une cellule selon Tune des revendications 
13 ou 14, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

17. Une composition pharmaceutique selon la revendication 16, caracterisee en ce 
qu'elle comprend de 10 3 $. 10 13 pfu d'un vecteur selon Tune des revendications 
8* 12. 



18. Produit contenant au moins deux cassettes selon Tune des revendications 1 a 7, 
vecteurs selon Tune des revendications 8 a 12 ou cellules selon l'une des 
revendications 13 ou 14 exprimant chacun un IFN de type different, comme 
produit de combinaison pour une utilisation simuitanee, separee ou etalee dans 
le temps dans la prevention ou le traitement des infections dues au VIH. 
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Utilisation d'au moins deux cassettes seion i'une des revendications 1 a 7, 
vecteurs selon Tune des revendications 8 a 12 ou cellules selon I'une des 
revendications 13 ou 14 exprimant chacun un IFN de type different, en 
utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps, destines a l'obtention 
d'un medicament pour la prevention ou le traitement des infections dues au 
VIH. 
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